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Keksinn5n kohteena on menetelmS mlkropar- 
tikkeleihln inunobilisoldun, erityisesti 
molekyylibiologlassa kaytettSvHn entsyymin 
tai nukleotidisekvenssin siirtamiseksi en- 
slmmaisesra astlasta tolseen astlaan. 
Mikropartikkelit ovat magneettista tai mag- 
netisoitavissa olevaa materiaalia, tai mik- 
ropartikkelit on liitett.y magneettiseen tai 
roagnetisoitavissa olevaan kappaleeseen . 
Mikropartikkelit, joihin entsyymi tai nuk- 
leotidisekvenssi tai vastaava on immobi- 
lisoitu, vangitaan ensinunaiseen astiaan 
iipotetun magneetln avulla, siirretaan znag- 
neetti vangittuine mikropartikkeleineen 
tolseen astiaan, ja vapautetaan mikropar- 
tikkelit magneetin vaikutuksesta . Magneetin 
pinta erotetaan mikropartikkeleista ohuen 
venyvSn kalvon avulla. 



Uppfinningen galler en metod for att frSn 
ett karl till ett annat kSrl fSrflytta ett 
enzym, speciellt ett enzym som ska 11 
anvandas i molekylbiologin, eller en 
nukleotidsekvens, varvid enzymet eller 
nukleotidsekvensen inunobiliserats vid 
mlkropartiklar. Mikropartiklarna bestSr av 
ett material, som Sr magnetiskt eller som 
kan magnetiseras, eller mikropartiklarna 
har fa stats vid ett stycke, som fir 
magnetiskt eller som kan magnetiseras. 
Mikropartiklarna, vid vilka enzymet eller 
nukleotidsekvensen eller motsvarande 
immobiliserats, infAngas med hjalp av en i 
det ftirsta karlet nedsankt magnet, magneten 
med de inf&ngade mikropartiklarna 
fdrflyttas till det andra kfirlet, och 
mikropartiklarna befrias frln magnetf altets 
verkan. Hagnetens yta Stskiljs fr&n 
mikropartiklarna med hjSlp av en tunn 
tanjbar membran. 
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KeksinhSn kohteena on menetelraa immobilisoidun, erityisesti 
molekyylibiologiassa kaytettavSn entsyymin tai nukleoti- 
disekvenssin siirtSmiseksi , menetelmaMn pohjautuva entsyy- 
min tai nukleotidisekvenssin annostelu jar jestelmS seka 
menetelmMssa kaytettSva siirtolaite. Keksinto koskee myOs 
xnenetelmMn soveltamista molekyylibiologian alalia. 

TEKNIIKAN TASO 

Molekyylibiologiassa suoritettavissa menetelmissa, joissa 
manipuloidaan DNA:ta tai RNAsta kayteta^n hyvSksi restrik- 
tioentsyyme jM ja DNA/RNA modifioivia entsyyyme ja • Naiden 
entsyyihien kaytolia on keskeinen merkitys lahes kaikessa 
molekyylibiologian alueella tapahtuvassa tyoskentelyssa . 
Molekyylibiologian laboratorioissa yleisimmin kaytettyja 
entsyymeja ovat restriktioentsyymit . Nama entsyymit ovat 
mahdollistaneet alueella tapahtuneen valtaisan kehityksen. 
Restriktioentsyymit tunnistavat erittain tarkasti DNA:n 
nukleiinihapposekvenssin,^ jonka ne pilkkovat. Tunnistusalue 
on erityinen emas jar jestys DNA:ssa, jonka restriktioentsyy- 
mi tunnistaa. Nama emas jar jestykset ovat yleensa 4-8 emasta 
pitkia. Katkaisupaikka on tarkka kohta DNA:ssa ja yleensa 
tunnistuskohdan sisaiia. Esimerkiksi restriktioentsyymi 
EcoRI tunnistaa spesifisesti DNA:ssa olevan emas jar jestyk- 
sen: 

. . .5' -G A A T T C-3" ... 
. . .3' -C T T A A G-5' . . . 

Restriktioentsyymi EcoRI katkaisee lisaksi tarkasta kohdas- 
ta tunnistusalueen sisalta DNA ketjussa olevan guaniinin(G) 
ja adeniinin (A) vaiilia olevan sidoksen: 

. . .5' -G-3" 5' -A A T T C-3' . . . 

• . . 3' -C T T A A-5' 3" -G-5' ... 

Tarkat restriktioentsyymien DNA-ketjun tunnistusominaisuu- 
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det ja katkaisukohdat ovat ne tStrkeSt omlnaisuudet, jotka 
ovat tehneet restriktloentsyynieista niin hyodyllisen ja 
tarpeellisen tyokalun molekyyliblologeille • Restriktioent- 
syymeja tunnetaan jo noin 1000 erllalsta ja kaupallisesti- 
kin on saatavilla yli 200 erilais^a. 

Restriktioentsyyntien kayttaininen molekyylibiologian sovel- 
luksissa on lahinnSL rutiinityoskentelya ja useissa tapauk- 
sissa naiden entsyymien kSyttSmiseen liittyy tyolaita 
valivaiheita . Hyva esiinerkki on tarvittavat toimenpiteet 
restriktioentsyymien aktiivisuuden poistamiseksi niiden 
kayton jalkeen. Monille restriktioentsyymeista tarvitaan 
fenolluutos niiden inaktivoimiseksi kSytOn jSlkeen. Fenoli- 
uutokset ovat erittSin tyolaita ja tekijSn kannalta hyvin 
epamiellyttMviS toimenpiteita . Xiisaksi nMissa uutoksissa 
syntyy runsaasti ongelma jStettM * Useille restriktioentsyy- 
meille kaupalliset valmistajat ehdottavat kuiimak^sittelya 
entsyymien inaktivoimiseksi , mutta kaytannossa kSyttajat 
usein suorittavat f enoliuutoksen vannistaakseen entsyymien 
inaktivoitumisen . Kuuraennuskasittelyn jalkeen entsyymin 
aktiivisuudesta saattaa olla vieia jaljella useita prosent- 
teja. Koska restriktioentsyyme ja ei ole voitu poistaa 
nykySSn tunnetuilla tekniikoilla, on ongelma ratkaistu 
entsyymin inaktivoimlsella, esimerkiksi kuximakSsittelyllg 
tai fenoliuutoksella . Toinen epakohta on se, ettS kMytet- 
tya^ kallista entsyymiS ei voida kSyttaS uudelleen. Vahem- 
man aikaa vieviM, mutta muuten ongelmallisia ovat erilaiset 
spin-kolonnit DNAsn puhdistamiseksi reaktioliuoksesta . 
NSiden kolonnien kaytto on erittain kallista eivatka ne 
toimi laheskSMn kaikkien entsyymien poistamiseksi DNA:n 
joukosta, Tassakaan tapauksesssa poistettua entsyyraia ei 
voida kayttaa uudelleen. 

Fenoliuutoksen kayttaminen monien muidenkin molekyylibiolo- 
gian alueella yleisesti kaytettavien nk. DNA/RNA modifioi- 
vien entsyymien inaktivoimiseksi on tarpeellista • Esimerk- 
keina voidaan mainita CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phos- 
phatase) ja Proteinaasi K. 
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Restriktioentsyymien kanssa tyoskenneltSessa taytyy huoleh- 
tia myOs monlsta muista kSyttiSa ra joittavista tekijSista. 
Eras keskelnen restriktioentsyyxnien ominaisuus on nk. star- 
aktlivlsuus, jolla tarkoitetaan restriktioentsyymin ominai- 
suutta pilkkoa DNA:ta epatarkasti eli el-halutulsta kohdis- 
ta. Yksi tahMn restriktioentsyyinien ominaisuuteen vaikutta- 
va tekija on glyserolin maara reaktioseoksessa . Kaupalliset 
restriktioentsyymit toimitetaan yleensa liuoksena, joka 
slsaitaa so % glyserolia. Glyserolin kayttotarkoitus on 
estaa entsyyiniliuosta jaatymSsta -20 °C pakkassMilytyk- 
sessa . Normaalikaytossa restriktioentsyyme ja lisataan 
reaktioon hyvin pieniS maaria, jopa alle 1 ul:n maaria. Jos 
glyserolipitoisuus reaktioseoksessa nousee liian korkeaksi, 
aiheuttaa se monissa tapauksissa suuren ongelman juuri 
edella mainitun star-aktiivisuuden esiintymisena . Tama 
rajoittaa useita molekyylibiologisia aplikaatioita restrik- 
tioentsyyinien kayton suhteen. Toinen merkityksel linen 
seikka on se, etta reaktioseoksen kokonaistilavuus tulee 
pyrkia pitainaan mahdollisinunnan pienena, jotta entsyymiak- 
tiivisuus olisi kyllin nopea. Nama kaksi edelia mainittua 
asiaa vaikuttavat suoraan siihen, etta tamanhetkisilia 
kaupallisilla restriktioentsyymivalmisteilla ei voida 
suorittaa kovinkaan joustavasti suurta restriktioentsyymi- 
pitoisuutta vaativia reaktioita. Kaupallisesti saatavat 
restriktioentsyymit toimitetaan yleensa yhdessa tai enin- 
taan kahdessa vakiopitoisuudessa (U/ml ) . Haluttaessa lisata 
paljon restriktioentsyymia reaktioon kasvaa glyserolin/li- 
uoksen osuus reaktiossa liiaksi. Tuloksena saadaan helposti 
star-aktiivisuutta ja reaktiokinetiikka oji merkittavasti 
hidastunut. Glyserolin poistamiseksi ennen annostelua ei 
ole esitetty keinoja. 

Perinteisesti restriktioentsyymeilla on laaja kaytt5alue 
DHA:n pilkkomisessa halutuista kohdista esimerkiksi geenien 
kloonaamisessa plasmidivektoreihin . Restriktioentsyymien 
kaytolle loytyy jatkuvasti uusia sovelluksia. Esimerkkeina 
voidaan mainita genomien kartoituspro jektit (esim. Human 
Genome Project), AFLP, RFLP, mutaatioiden maaritykset ja 
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erilalset DNA/RNA:n monistusmenetelmSt (esim. Inverse PGR) . 
Restriktioentsyyme ja tarvitaan menetelmissa pilkkomaan 
tutkittava DNA-materiaali aluksl pienextmiiksi paloiksi, 
jolsta xnyoheininln voidaan mSSlrittaa eslmerkiksi yksityiskoh- 
tainen emas jMr jestys (sekvenointi ) • RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism) -tekniikassa kaytetaSn mySs 
hyvaksi restriktioentsyyme jS niiden spesif isyyden takia. 
RFLP -tekniikassa saadaan restriktioentsyymikasittelyn 
jalkeen tutkittavasta DNA:sta ns . sormenjalki. Tata tek- 
niikkaa kaytetaan laajasti muun muassa isyystutkimuksissa, 
rikostutkimuksissa , epidemiologisissa tutkirauksissa ja 
mutaatioiden maSrityksessa • Nama esimerkit kuvaavat rest- 
riktioentsyymien kSyttSM sovelluksissa, joiden automa- 
tisoinnin tarve on suuri. Tassa keksinnSssS kuvatun mene- 
telmMn etuja on magnetoitavaan xnateriaaliin immobilisoitu- 
jen restriktioentsyymien huomattavasti helpoxnpi soveltuvuus 
automatisoituihin mSSrityksiin verrattuna ei-immobilisoi- 
tuihin restriktioentsyymeihin, 

Patenttikir jallisuuden mukaan on myfis ehdotettu valmistei- 
ta, joissa restriktio- ja vastaavia molekyylibiologiassa 
kaytettcLvia entsyymeja on imxnobilisoitu kiinteaan kanta- 
jaan. Kansainvalisessa patentti julkaisussa WO 92/15674 on 
ehdotettu seka restriktioentsyymien etta DNA/RNA modif ioi- 
vien entsyymien iramobilisointia kalvoon, joka koostuu 
polymeerista tai lasikuidusta . US 4,34 2^833 kuvaa myos 
immobilisoituja restriktioentsyyme ja, joissa kiinteanS 
kantajana kMytetaSn CNBr aktivoitua agaroosia. Yleisesti 
magneettipartikkelien kayttda entsyymien immobilisoinnissa 
on kuvattu patentti julkaisussa US 4,698,302, joskin tassa 
patentti julkaisussa ei ollut mainintaa molekyylibiologian 
alueella kSytettavista entsyymeistS . Magneettipartikkelien 
erottaminen mainitussa patentti julkaisussa tehtiin perin- 
teisesti ulkopuolisen magneetin avulla- 

Perinteinen magnetoitavan materiaalin sitominen reaktioas- 
tian sisaseinamSan reaktioastian ulkopuolisen magneetin 
luoman magneettikentan vaikutuksesta ei sovellu hyvin 
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pienten (10-200 \xl) liuostilavuuksien kasittelyyn. Patent- 
tikir jallisuudessa on esitetty useita erilaisia magnetoita- 
van materiaalin erotusvaiineitS • KansalnvSllisessM pat^entti- 
julkalsussa WO 87/05536 on esitettiy erotusvSline, jossa 
muovlsen holkln slsSll^ lilkkuvalla kestoinagneet:illa vol- 
daan xnagnetoltavaa materiaalla siirliMa astiasta toiseen. 
Suomalalslssa patent:tl julkalsuissa (FX 8605002, FI 9503669, 
FI 9701665, FI 9701666, FI 9701667 ja FI 9701668) on kuvat- 
tu samaten erilaisia kestomagneetin kSyttSfln perustuvia 
menetelmia siirtaS magnetoitavaa materiaalia astiasta 
toiseen. Patentti julkalsuissa US 4272510, US 4649116 ja US 
4751053 on kuvattu sahkOraagneetin kayttOGn perustuvia 
magneettisen materiaalin siirtoja lahinnM RIA ja EIA- 
maSrityksissa . MissaSn edella mainituista julkaisuista el 
kuvata menetelmaa raolekyylibiologisissa menetelmissa ongel- 
mallisten asioiden ratkaisemlseksl . Mainituissa patentti- 
julkaisuissa el myfiskaan inainlta inunobilisoitu jen restrik- 
tioentsyymlen tal DNA/RNA:ta modifioivien entsyymlen kSy- 
tosta. 

Magnetoitavat partikkelit kehitettiin 19?0-luvun alussa 
erityisesti entsyymlen immobilisointlin . Tama teknologla 
tull hyvin suosltuksl muun muassa Immunomaarltykslssa . 
Magnetoitavien partikkelien kayttamisella immunomaarltyk- 
slssa sltoutuneen antlgeenl-vasta-alne kompleksin erottami- 
seksl vapaasta fraktiosta tarjosi merklttavan edun seka 
reaktionopeudessa etta erotuksen kaytannollisyydessa , 
Paaaslalllnen kehitys magnetoitavien partikkelien hyvaksl- 
kMytSssa on vlimeisten vuosien aikana tapahtunut solublolo- 
gian ja Immunokemian aluellla. 

Reaktioliuoksessa olevat magneettipartikkelit, joihin 
blologinen alne, eslmerkiksl solut tal vasta-alne on sldot- 
tu, on reaktlon jalkeen astian ulkopuollsen magneetin 
avulla vangittu tlettyyn kohtaan, jolloln liuos on mahdol- 
lista poistaa ilman etta magneettiset partikkelit seuraavat 
mukana. On my5s yrltetty Immobillsoida molekyylibiologiassa 
kaytettavla entsyymeja magneettipartikkeleihin. 
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Ylla kuvattua teknologiaa ei ole kuitenkaan pystytty sovel- 
tamaan molekyylibiologian alalia. Partiikkeleiden vangltse- 
minen on hyvin ongelmallista pienten nestetllavuuksien 
takia. Solubiologian ja iminunokemian alalta tunnettu tek- 
niikka ei sovellu molekyylibiologian alalle, koska talla 
alalia kaytettavat nestemaarat ovat erittain pienia, eli 
suuruusluokkaa 10 * 100 ^1, kun vastaavat mSarat immunoke- 
mian alalia ovat usein millilitran suuruusluokkaa ja solu- 
biologian alalia tyypillisesti 10 - 100 ml. 

keksinnOn tarkoitus 

Tama keksinto tahtaa muun muassa molekyylibiologian mene- 
telmissa ja sovelluksissa kaytettavien entsyymien helppo- 
kayttSisyyden lisaamiseen ja kalliiden entsyymien uudel- 
leenkayt t65n • 

Taman keksinnOn tarkoituksena on poistaa edella tunnetun 
tekniikan ongelmat ja aikaansaada uusi menetelma ja siihen 
kaytettavat siirtovalineet ja jarjestelmat mikropartikke- 
leihin immobilisoitu jen, molekyylibiologiassa kaytettavien 
entsyymien tai nukleotidisekvenssien siirtamiseksi reaktio- 
astiaan ja sielta pois. 

Tarkoituksena on erityisesti aikaansaada menetelma, jolla 
mikropartikkeleihin immobilisoitu restriktio- tai muu 
molekyylibiologian alueella kaytettava entsyymi voidaan 
siirtaa entsyymin annosteluastiasta reaktioastiaan, ja 
poistaa reaktiossa kaytetty entsyymi ja ottaa se talteen 
reaktioastiasta • 

Tarkoituksena on myOs aikaansaada menetelma, jolla immobi- 
lisoitu entsyymi voidaan pesulla vapauttaa glyserolista tai 
vastaavasta reaktiota haittavasta aineesta ennen kuin se 
viedaan reaktioastiaan. 

Tarkoituksena on my6s aikaansaada mikropartikkeleihin 
immobilisoidun entsyymin annostelu-, pesu- ja talteenotto- 
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jar jestelma, jonka avulla ennalta maaritetyn entsyytnimaaran 
annostelu reakt:ioast:laan ja talteenottaminen sielta on 
helposti automatisoitavissa • 

Tarkoit:uksena on iny5s aikaansaada slirtovaiine, jonka 
avulla mikropartikkelit, joihin entsyymi tai nukleotidisek-^ 
venssi on sidottu, on helposti vangittavissa ja vapautetta- 
vissa uudelleen. 

Tarkoituksena on lisaksi aikaansaada tehokkaimpia DNA:n 
pilkkomisreaktioita ja muita molekyylibiologisia reaktioita 
ylla mainitun menetelman avulla. 

keksinnOn kuvaus ja suositeltavat suoritusmuodot 

KeksinnOn tunnusmerkit ilmenevat patenttivaatimuksista . 

KekslnnSn kohteena on siten menetelma xnikropartikkeleihin 
immobilisoidun, erityisesti xnolekyylibiologiassa kaytetta- 
van entsyymin tai nukleotidisekvenssin siirtamiseksi ensim- 
maisesta astiasta toiseen astiaan. KeksinnSlle on tun- 
nusomaista, etta mikropartikkelit ovat magneettista tai 
magnetisoitavissa olevaa materiaalia^ tai mikropartikkelit 
on liitetty magneettiseen tai magnetisoitavissa olevaan 
kappaleeseen ja etta mikropartikkelit, joihin entsyymi tai 
nukleotidisekvenssi on immobilisoitu^ vangitaan ensimmai- 
seen astiaan upotetun magneetin avulla, siirretaan magneet- 
ti vangittuine raikropartikkeleineen toiseen astiaan, ja 
vapautetaan mikropartikkelit magneetin vaikutuksesta. 

KeksinnSn mukainen menetelma ei rajoitu molekyylibiologian 
alaan, vaan se on yleisesti sovellettavissa aloilla, joilla 
kasiteliaan pieniM tilavuuksia. 

Entsyymi on sopivasti restriktioentsyymi , modifioiva ent- 
syymi tai jokin muu molekyylibiologiassa kaytettava entsyy- 
mi. Esimerkkeina DNA/RNA modif ioivista entsyymeista voidaan 
mainita: Proteinaasi K, CIAP (Calf Intestinal Alkaline 
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Phosphatase)/ £• Coli alkaline phosphatase, eksonukleaasit 
(esimerkiksi PI nukleaasi, SI nukleaasi), ribonukleaasit , 
RNaasit (eslm. Pacreatic RNaasi, RNaasi RNaasi Tl, 
RNaasi M, RNaasi T2), DNA ligaasit, RNA ligaasit, DNA 
polymeraasit, Klenow entsyymi, RNA polymeraasit, DNA kinaa- 
sit, RNA kinaasit, terminal transferaasit, AMV reverse 
transcriptase ja fosf odiesteraasit • Naiden ja muiden 
DNA/RNA modifioivien entsyymien kSytto on erittain monimuo- 
toista seka molekyylibiologian tutkimuksessa etta sovelluk- 
sissa. 

Nukleotidisekvenssi voi olla mika tahansa yksi- tai kak- 
sisaikeinen nukleotidisekvenssi, ja on erityisesti DNA, 
RNA, mRNA tai cDNA. 

Entsyymin tai nukleotidin iinmobilisointi mikropartikkelei- 
hin tarkoittaa slta, etta entsyymi tai nukeotidisekvenssi 
on kiinnitetty partikkeleiden pintaan tai ettSl se on van- 
gittu "hakkimaisen" partikkelin sisMSn, kuitenkin niin, 
etta ymparbiva liuos paasee kosketukseen sen kanssa. 

Kasite "mikropartikkeli" tarkoittaa tassa yhteydessS hyvin- 
kin pienia partikkeleita , joiden koko suositeltavasti on 
alueella 0.1-10 ^xra. Mikropartikkeli , Johon entsyymi tai 
nukleotidisekvenssi on immobilisoitu^ voi olla magneettista 
tai magneto! tavissa olevaa materiaalia. Toisen vaihtoehdon 
mukaan Itse mikropartikkeli, johon aine on iiranobilisoitu, 
voi olla ei-magneettinen. TMssa tapauksessa mikropartikkeli 
on kiinteclsti liitetty toiseen kappaleeseen, Joka on mag- 
neettista tai magnetoitavissa olevaa materiaalia. 

Entsyymin tai nukleotidin kiinnittSminen mlkropartikkelei- 
hin voidaan tehda kovalenttisen sidoksen avulla, esimerkik- 
si kantajassa olevien amino- tai hydroksiryhmien avulla* 
Vaihtoehtoisesti sitominen voidaan aikaansaada bioaf- 
f initeettiparin, esimerkiksi biotiini/streptavidiini -parin 
avulla. Eraan tavan mukaan immobilisoitava entsyymi tuote- 
taan rekombinantti-DNA-teknologialla esimerkiksi Esche- 
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richia coli bakteerissa ja entsyymiin on tehty erityinen 
affiniteettihSnta. TSmS af f initeettihSnta sitoutuu inikro- 
partlkkeleihin, joihin on sopivasti kiinnitetty kyselseeh 
af f init:eet:tihant:aan volmakkaast:! sitoutuva komponentti . 
Af f init:eet1:ihanta voi olla pienimolekyy linen yhdiste tai 
proteiini- Tallaisella jar jestelylia halutun entsyyinin 
puhdistamlsessa voitaisiin tehokkaasti kayttaa hyvaksl 
mikropartikkeleita ja samalla mikropartikkeliin sitoutunut 
entsyymi olisi valttiiiksi inmiobilisoitu mikropartikkelin 
plnnalle kayt:ett:avaksi keksinnSssa kuvatussa menetelmassa . 

Entsyyinin tai nukleotidisekvenssin kiinnittaminen mikropar 
tikkeleihin voi myCs olla epaspesif inen, ei-kovalenttinen , 
kuten adsorptio. Esimerkkina voidaan mainita DNA:n suora 
kiinnittyminen lasipintaan. 

Kasite "magneettinen tai magnetisoitavissa oleva materiaa- 
li" kattaa paramagneettiset ja superparamagneettiset mate- 
riaalit. Erityisen sopiva partikkelimateriaali on jokin 
superparamagneettinen materiaali • Superparamagneettiset 
partikkelit muodostavat ulkopuolisen itiagneettikentan vaiku 
tuksesta itsellensa raagneettikentan , joka katoaa kun ulko- 
puolinen magneettikenttS katoaa. Taten partikkelit pysyvat 
erillisina eivatka saostu, mika on edullista niiden kaytSn 
kannalta. Maghetettipartikkeleita (para- ja superparamag- 
neettisia) valmistavat monet kaupalliset yritykset (Bangs 
Laboratories Inc., Dynal A.S, Advance Magnetics Inc., 
Scipac Limited, Pael-Loret, CPG Inc.)* Valittavissa on eri 
kokoisia seka eri tavoin valmiiksi aktivoituja magneetipar 
tikkeleita. My6s monln eri tavoin modifioituja magneetipar 
tikkeleita on saatavilla. Esimerkkeina voi mainita karbok- 
syyli- ja amino-modif ioidut magneettipartikkelit . Yleensa 
magnetiitti on sidottu polymeeriseen kantajaan kuten esi- 
merkiksi lateksi ja sellulloosa. CPG Inc. valmistaa mag- 
neettipartikkeleita, joiden materiaali on huokoinen lasi. 
Kaikissa edella ihainituissa magneettipartikkeleissa on 
pienia (1-20 nm) magnetiittikiteitS dispersoitu polymee- 
rin/lasin joukkoon, joka sitten on polymeroitu ja lopputu- 
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loksena on magnetoitava partikkeli. Bangs Laboratries Inc. 
valmistaa magneettlpartikkeleita, joissa magnetiittia on 
kontrolloidusti ainoastaan partikkelien ytimessS. TSmS on 
tarkeaS siksl, etta rautaa el saa vapautua reaktioliuokseen 
monlssa xnolekyylibiologian sovellukslssa kuten esimerklksl 
PCR reaktiossa* Liuokseen vapautunut irauta inhiboi reaktion 
kulkua PCR reaktiossa. 

Magneetti, jonka avulla partikkelit vangitaan, voi olla 
joko kestomagneetti tai sahkomagneetti • 

Eraan supsiteltavan suorltusmuodon inukaan kekslnndn mukai- 
sessa menetelmSlssa kSytettSLvci magneettl on kestomagneetti 
tai sahkomagneetti, jonka pinta on erotettu mikropartikke- 
leista erillisen kalvon avulla < Kun kestomagneetti upote- 
taan astiaan mikropartikkeleiden vangitsemiseksi (ell kun 
magneetti lahennetaan kalvoa kohti) kerSMntyvat mikropar- 
tikkelit kalvon pintaan. Magneetti ja kalvoon kertyneet 
mikropartikkelit viedaan sen jaikeen toiseen astiaan ja 
siina viedaan kestomagneetti kalvosta poispain,^ jolloin 
mikropartikkelit vapautuvat heikentyneen magneettikentan 
johdosta. Sahkomagneetin tapauksessa magneettipartikkelien 
keraystapaht\imassa luodaan magneettikentta ja magneettipar- 
tikkelien irrottamiseksi magneettikentta pysaytetaSn. 

Keksinnon kohteena on myos mikropartikkeleiden vangitsemi- 
seksi ja vapauttamiseksi soveltuva siirtovaline . Siirtova- 
lineelle on tunnusomaista, etta se kSsittSS varsiosan, ja 
sen pSass^ olevan magneetin, seka kalvon, joka erottaa 
magneetin mikropartikkeleista, mutta joka el olennaisesti 
heikenna mikropartikkeleihin kohdistuvaa magneettikenttaa • 

Oleellista on se , ettS vietaessa siirtovaline nesteeseen 
tarkoituksena kerata liuoksessa olevat magneettipartikke- 
lit, saatetaan siihen magneetikentta niin, etta magneetti- 
partikkelit keraytyvat luodun magneettikentSn vaikutuksesta 
siirtovalineen laheisyyteen . 
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Magneettipartlkkelit eivat kerSydy suoraan metallisen 
magneetin plntaan vaan xnagneetin ymparillM olevan suojakal- 
von ymparille. Suojakalvo on edullisinunin cl^rinunMisen ohut 
suojakerros magneetin pagLlia/ympSlrilia saattaen nain iriah- 
dolllsliranan suuren xnagneettlkentan volmakkuiiden liuokseen. 
Suojakalvo vol olla erityinen (kiinteasti, pysyvMsti) 
magneetin ymparilla oleva inertti kerros kalvon muodostavaa 
ainetta esiinerkiksi tef Ionia, silaania tms • Erityisesti 
tama tapaus tulee kyseeseen kaytettaessM sShkSmagneettia . 
Suojakalvo voi olla taipuisa ja mahdollisesti my6s venyvS, 
mutta se voi vaihtoehtoisesti olla holkkityyppinen, jousta- 
mattomasta materiaalista, esimerkiksi joustamattomasta 
polyitieerista valmistettu kerros, joka ei ole pinnoitteen 
tapaan kiinteassa yhteydessS magneettiin. Suojakalvo voi 
olla viela venytetty, jolloin kalvon paksuus pienenee ja 
magneettikentta voimistuu mikropartikkelien kerSystapahtu- 
massa* Keksinnon mukaisella siirtovalineella voidaan erit- 
tain pienen kesto- tai sahkomagneetin avulla suorittaa 
mikropartikkelien siirtoja pienissS astioissa olevista 
pienista nestetilavuuksista . 

KeksinnSn mukainen siirtovaline ja annostus jar jestelma on 
esitetty tarkemmin seuraavissa piirustuksissa , joissa 

Kuvio 1 esittaa keksinnOn mukaista, kestomagneetin kayttoSn 
pohjautuvaa siirtovalinettSl aksiaalisuuntaisena leikkausku- 
vantona, jossa magneetti on partikkeleita vapauttavassa 
asennossa, 

Kuvio 2A esittaa kuvion 1 siirtovalinettfi magneetin ollessa 
partikkeleiden kerSysasennossa , 

Kuviot 2B ja 2C esittSvat kuvioiden 1 ja 2A yksityiskohtia 
suurennettuina > 

Kuvio 3 esittaa kuvion 1 siirtovalinetta sivulta. 



Kuviot 4A-4C esittavat kestomagneetin kaytt56n pohjautuvaa 
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siirtovalinetta toisen suoritusmuodon inukaan, 

Kuviot 5A-5F esittav^t sahk5magneetin kSyttSSn pohjau^uvaa 
siirtovalinetta kolmannen suoritusmuodon mukaan, Ja 

Kuvio 6 esittaa keksinnSn mukaista annostelu- ja pesujMr- 
jestelmaa. 

Kuvioissa 1 - 3 on esitetty siirtovaline 10, joka soveltuu 
entsyymia tai nukleotidisekvenssia sitovien mikropartikke- 
leiden vangitsemiseen ja uudelleen vapauttamiseen . Putki- 
maisessa runko-osassa 11 on aksiaalisuunnassa edestakaisin 
liikuteltavissa oleva tanko 17, joka toimii magneetin 18 
kiinnitysvartena . Magneetti 18 on tassa ratkaisussa kesto- 
magneetti ja tanko 17 voi olla magneettisesti johtavaa 
materiaalia . Runko-osan 11 paassa on kdrkikupu 20, jonka 
pohja 21 on kalvomaista materiaalia. Magneetin 18 pinta 22 
on painettavissa kalvoa 21 vasten, jolloin mikropartikkelit 
25 kiinnittyvat kalvoon 21 (kuviot 2A ja 2B) . Mikropartik- 
kelit irtoavat, kun magneettia 18 liikutetaan poispain 
kalvosta 21 (kuvio 1 ja 2C). 

Kuvion 1 viitenumero 12 on runko-osan 11 sisalla liikkuva, 
sormella kaytettava painin. Painimen 12 lukitussalpa on 
esitetty viitenumerolla 13. Painimeen vaikuttaa ylospain 
vaikuttava palautus jousi 14. Painin liikuttaa valitystankoa 
15, johon on kiinnitetty vaiitys jousi 16. vaiitys jousen 
toiseen paahan on kiinnitetty magneetin kiinnitystanko 17. 
Runko-osan yhteyteen on my5s sovitettu vipu 19, jonka 
avulla siirtovaiineen alapaahan painettu karkiosa 20 on 
poistettavissa siirtovaiineen rungosta. Kun mikropartikke- 
lit on siirretty haluttuun astiaan, voidaan irroittaa kar- 
kiosa 20. vaiitys jousen 16 tehtavana on joustaa, kun mag- 
neetti 18 osuu karkiosan 20 pohjaan 21. Talla tavalla 
varmistetaan valykseton kosketus magneetin pinnan 22 ja 
kalvon 21 vaiille, jolloin saadaan mikropartikkelit mahdol- 
lisimman voimakkaan magneettivuon vaikutukseen . Lisaksi 
jousi 16 voi kompensoida rakenneosien valiset valmistukses- 
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ta ja asennoinnista johtuvat pienet inittavaihtelut • 

Ylia kuvattu siirtovaiine voidaan tehda em. periaate- 
konstruktion mukaisest:! vaihdellen osien sijaintia, geomet- 
riaa ja materiaale ja sen mukaan kuin ergonomia eri tyosken- 
telyasennoissa ja -olosuhtelssa vaatii. 

Kuviolssa 4A-4C nShdaSn kestomagneetin kSyttoon pohjautuvaa 
slirtovalinet:ta toisen suorltusmuodon mukaan. Tangon 17 
paahan on kiinnitetty kestomagneetti 18 • Tanko 17 ja siihen 
kiinnitetty magneetti on nuolien mukaisesti liikkuvasti 
jarjestetty tankoa ympariSivcissa putkimaisessa kiinteSssS 
katteessa 23. Katteen paMss^ on aukko 24, jonka lapi mag- 
neetti 18 on tyonnettavissS . Siirtovalineen karkiosan 
ymparille on sovitettu kalvo 21, joka on kiinnitetty kat- 
teeseen 23 pidikkeen 26 avulla. Kuviossa 4A magneetti 18 on 
mikropartikkeleita vapauttavassa asennossa ja kuvioissa 4B 
ja 4C magneetti 18 on mikropartikkeleita vangitsevassa 
asennossa. Kuviossa 4B magneetti 18 sijaitsee aivan kiinte- 
an katteen 23 pSassa. Magneetti 18 on tiukassa kontaktissa 
suojakalvon 21 kanssa. Kuvion 4C ratkaisussa magneetti 18 
on tyonnetty selvMsti ulos katteen 23 aukosta 24. Tassa 
tapauksessa suojakalvo 21, joka on venyvaa materiaalia, on 
selvasti venynyt ja magneetti on tiukassa kontaktissa 
kalvon 21 kanssa . Tanko 17 ja kate 23 on valmistettu sopi— 
vasta materiaalista, esimerkiksi muovista. Katteen 23 
avulla saadaan haluttaessa magneettikentta kohdistetuksi 
aivan siirtovalineen karjen paahan. Aukon 24 ansiosta 
magneetti saadaan siirrettya partikkeleiden kerayksen kan- 
nalta edulliseen asentoon. Kuviossa 4C on esitetty mahdol- 
lisuus kerata mikropartikkelit pienen kestomagneetin (esim. 
tilavuus < 50 jil) ja ohuen, venyvan kalvon 21 avulla. 
Katteen, tangon ja magneetin muodon ja kalvon avulla on 
mytts mahdollista vaikuttaa kalvon ulkomuotoon erityisesti 
mikropartikkeleiden kerays- ja siirtotapahtumaa ajatellen. 
Haluttaessa esimerkiksi teravahk5 ulkomuoto, voidaan muut- 
taa magneetin ja tangon koon suhde. Katteen 23 muodolla ja 
sijainnilla magneetin suhteen on myOs saavutettavissa 
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monipuolisia vaihtoehto ja , 

Kuviot 5A-5F esittavMt sahkSmagneetin kSyttSSn pohjautuvaa 
siirtovSlinetta . Sahkdmagneetin 18 k^rkl on inerkitty nuxne- 
rolla 18' ja sen runko numerolla 18''. Kuviossa 5A nahdaan 
ratkaisu, jossa sahkomagneetin karki ja runko ovat vapaina 
ilman erityista kiinteSSl katetta, ja kuviossa 5B nahdaan 
ratkaisu, jossa karki 18' ja runko 18'' on suojattu kiinte- 
an katteen 23 avulla. Kuvio 5C esittasi kuvion 5A valineen 
karkiosaa ja kuvio 5D esittMcl tSta samaa kSrkiosaa suoja- 
kalvon 21 ymparoimSna . Kuvion 5A siirtovSlineen runko 18'' 
ja karkiosa 18' voidaan pinnoittaa sopivalla pinnoitteella 
ja valita pinnoitteen hydrof obisuus tai hydrof iilisuus 
sopivasti sovelluksen mukaan. Kuvion 5A karkiosa voidaan 
my5s jaikipinnoittaa yhden tai . useairanan kerran. Kuvion 5C 
ratkaisussa, jossa karkiosalla ei ole erillista suojakal- 
voa, on karki pestavM ennen valineen uudelleen kayttoa. 
Tama on helposti hoidettavissa esimerkiksi automaattisessa 
laitteessa, jossa on pesuasema. Kuvion 5C karkiosa voidaan 
jaikipinnoittaa monia kertoja tarpeen mukaan . Kuvion 5D 
ratkaisussa suojakalvo pidetaan kiinnitettyna pidikkeen 26 
avulla. Suojakalvon ohuudesta johtuen sahkomagneetin kentan 
voimakkuus on hyva. Sopivasti muotoillen karkiosaa 18' 
voidaan vaiinetta kayttaa pienissa tilavuuksissa . 

Kuvion 5B kiihtea kate 23 voidaan valmistaa eri materiaa- 
leista, esimerkiksi ei-ferromagneettisesta materiaalista 
kuten rouovista, ja katteen muotoa voidaan vaihdella. Kate 
23 ei peita sahkcimagneetin karkeS 18'. Taman ratkaisun kar- 
kiosa voi olla ilman erillista kalvoa (kuvio 5E) tai varus- 
tettu erilliselia suo jakalvolla 21 (kuvio 5F). Kuvion 5E 
ratkaisussa karkiosa voidaan pinnoittaa sopivasti valitulla 
pinnoitteella (vrt. kuvion 5C karkiosa). Kuvion 5E magneet- 
tikarki 18' ja kate 23 voidaan pinnoittaa toisistaan poik- 
keavasti. Sahkomagneetin karki 18' voidaan myos pinnoittaa 
useamman kerran. Karkiosa on pestava ennen valineen uudel- 
leen kayttoa ja tama on helposti hoidettavissa esimerkiksi 
automaattisessa laitteessa (vrt. kuvio 5C) . Kuvion 5F 
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ratkaisussa karkiosa on suojakalvon 21 ymparoimana (pidike 
rnerkitty niomerolla 26). Suojakalvon ohuudesta johtuen 
sahkSmagneetin kentSn voimakkuus on hyvS. Sopivasti muo- 
toillen kuvioiden 5E ja 5F karkiosia voidaan vSlinettS 
kayttMM pienlssa tilavuuksissa . Muuttamalla katteen 23, 
magneettikar jen 18' ja suojakalvon 21 suhteita tolsiinsa 
voidaan tuntuvasti vaikutta partikkeleiden keraysominai- 
suuksiln* 

Kuviossa 6 on esitetty mikropartikkeleihin immobilisoidun 
entsyymin annostelu- ja pesu jar jestelma . Jarjestelma kSsit 
taa levyn 30, jossa on reagenssikuoppia 31, jotka sisalta- 
vat annosteltavan maaran mikropartikkeleita, joihin entsyy 
mi on sidottu, ja mahdollisesti tarvittavat sailytysaineet 
Levyssa on lisSksi pesunestekuoppia 32, jotka sisaitavat 
sopivan pesunesteen, johon reagenssikuopasta nostettu 
mikropartikkGlimaara on upotettavissa pesua varten. Rea- 
genssikuopat 31 ja pesunestekuopat 32 on sopivasti jarjes- 
tetty vierekkaisiin riveihin. Annostelu on helposti automa 
tisoitavissa taiia jar jestelmalla - Partikkeleiden siirtova 
line viedaan ensin reagenssikuoppaan 31, josta kerataan 
koko siihen annosteltu mikropartikkelimaara . Haluttaessa 
voidaan ottaa suurempi maara immobilisoitua entsyymia 
raktioon keraamalia haluttu maara entsyymia useammasta kuo 
pasta 31 • Sen jalkeen siirtovaiine siihen kiinnitettyine 
mikropartikkeleineen viedaan tarvittaessa pesunestekuoppaa 
32 tai suoraan reaktioastiaan . Pesun tarkoituksena on pois 
taa entsyymien sailytysliuoksesta mahdollisesti mukaan 
tullut glyseroli tai muu reaktiossa epasuotuisasti vaikut- 
tava aines entsyymivalmisteesta . Pesun jaikeen raikropartik 
kelit viedaan reaktioastiaan. Levyssa 30 voi royOs olla 
erillisia pesunestekuoppia 33, jotka sisaitavat sopivan 
pesunesteen, jolla voidaan pesta reaktioastiasta siirretyt 
mikropartikkelit . Levyssa 30 voi lisaksi olla isompia 
kuoppia eli jatkosailytysastioita 34, joihin viedaan mikro 
partikkelit kuopissa 33 tapahtuneen pesun jaikeen. 



Edelia kuvattu siirtovaiine ja levy 30 voivat yhdessa 
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muodostaa automaattlsen laltteen paakomponentteja. Siirto- 
valineita voi laitteessa olla useitakin ja ne voivat olla 
kytkettyja robottiin, joka ohjaa niiden toiminnan prosessln 
vaatimien olosuhteiden mukaisesti . 

keksinnOn sovellukset 

KeksinnOn mukainen menetelitia soveltuu DNArn pilkkomiseen 
restriktioentsyymin avulla, seka muidenkin molekyylibiolo- 
gisissa menetelmlssM/sovelluksissa kSytettavien entsyyniien 
kayttSOn. Mikropartikkeleihin inunobilisoitu entsyymi siir- 
retaSLn reaktloast:iaan, jossa entsyznaal:l::lsen reaktlon anne- 
tiaan tapahtua halut:un ajan. Reaktlon jalkeen silrretSian 
mikropartikkelit ja niihin sldottu entsyymi pols reaktioas- 
tiasta. Naln inunobilisoidun entsyymin inaktivointia ei 
tarvitse suorittaa. Kaytetyt Immobilisoidut entsyymit 
siirretaan pesukuoppaan, jossa mahdolliset epapuhtaudet 
reaktioseoksesta pestaan pois . Pestyt inunobilisoidut ent- 
syymit siirretaan keraysastiaan tai muuhun erityisesti 
niille varattuun astiaan niiden uudelleenkayttoa odotta- 
raaan • 

Restriktioentsyyniikasittelyn jcLlkeen voidaan reaktioastiaan 
siirtaa esimerkiksi mikropartikkeleihin immobilisoitu CIAP- 
entsyymi (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) tai jokin 
muu valitiissa sovelluksessa tarvittava immobilisoitu ent- 
syymi. Niiden kayttamlsessSl sovelletaan edellSl kuvattua 
menetelmaS saavuttaen samoja etuja kuin immobilisoitu jen 
restriktioentsyymien tapauksessa. 

Koska kaytetyt entsyymit voidaan siirtSS pois^ saadaan 
entsyymien inaktivoimisvaihe poistettua kokonaan. Samalla 
menetelma on huomattavasti yksinkertaisempi ja nopeampi 
kuin perinteinen entsyymien inaktivoiminen • Kaaviossa 1 
esitetysta vertailusta yksinkertaisen restriktioentsyymi- 
CIAP-kSsittelyn tapauksessa nahdaan, etta uudessa menetel- 
massa lukuisat vaiheet ovat jaaneet pois tarpeettomina . 
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Kaaviossa 2 on esitetty keksinnSn sovellutus DNA:ta pilkko- 
vien ja/tai modif ioivien entsyymien kierratyksessS ja 
kasittelyssa . 

KekslnnOn avulla on aikaansaatu menetelmSL, jossa mikropar- 
tikkeleihln linraobllisoitua proteaasia (eslmerkiksi Pro- 
teinaasl K) voidaan kSyttas inaktivoimaan mlkM tahansa 
haluttu entsyymi reaktloastlasta . Proteinaasi K on erittSin 
ylelnen ja paljon kSytetty entsyymi. Valitettavasti tamM 
entsyymi on erittSin stabiili ja vaatii tehokkaan inakti- 
voinnin ( f enoliuutos ) . Kuvatun keksinnSn mukaisesti Pro- 
teinaasi K:ta voidaan kayttaa ja poistaa erittain tehok- 
kaasti reaktioastiasta . Toinen kayttotapa immobilisoidulle 
Proteinaasi K:lle on sen kayttaminen minka tahansa liuok- 
sessa olevan entsyymiaktiivisuuden poistamiseksi • Tallai- 
sessa kayttomuodossa immobilisoitu Proteinaasi K taydentaS 
keksinnon etuja yleisena entsyymien inaktivointitoimenpi- 
teencL. TSllainen kSyttStapa on erittain hyodyllinen esimer- 
kiksi tapauksissa, joissa inaktivoitavaa entsyymia ei kyetS 
saattamaah immobilisoitavaan muotoon, inaktivoitava entsyy- 
mi on epMpuhtautena reaktiossa tai haluttaessa varmistaa 
ehdoton entsyymien inaktivoituminen reaktioseoksessa • 
Immobilisoitu Proteinaasi K taydentaa keksinnon laajaroit- 
taisen kayton molekyylibiologian sovelluksissa - 

KeksinnOn mukaisen menetelman avulla voidaan ottaa entsyymi 
talteen reaktioseoksesta uudelleenkayttoa varten. Menetel- 
mMn avulla voidaan my5s siirtaa entsyymi annosteluastiasta 
reaktioseokseen . Haluttaessa voidaan viedH magneetin avulla 
vangitut mikropartikkelit pesunesteeseen glyserolin tai 
muun stabilointiaineen poispesemiseksi ennen kuin mikropar- 
tikkelit viedaan reaktioseokseen. Pesuastiassa mikropartik- 
kelit voidaan tarvittaessa vapauttaa magneettikentHsta , 
jolloin partikkelit paasevat vapaaksi ja pesu tehostuu. 

KeksinnSn kohteena olevan, ohuella kalvolla suojatun mag- 
neettisen siirtovalineen avulla saavutetaan etuja myos 
muissakin sovelluksissa kuin immobilisoitu jen entsyymien 
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kaytSssa. Sovelluksia, joissa magneto! tavaa materiaalia 
kaytetSan, ovat esimerkiksi DNA:n puhdis'tus, RNAsn puhdis- 
tus^ niRNA:n puhdistus, sekvenointi, af f initeettipuhdistus, 
cDNA kir jastojen valmistaminen, DNA/RNA koet.1:ixnlen valmls- 
tus, DNA/RNA koettimien lelmaus, DNA/RNA hybridisaatiol: , 
PGR menetelmat:, llgaasi -anipli£lkaatiomenet:elmSt: ja monis- 
tetun (esimerkiksi PGR) DNA:n mSiMritys • 

Keksinto soveltuu pienten tilavuuksien kasittelyyn magne- 
toitavan materiaalin kanssa* Saatettaessa magneetti (suoja- 
kuorella varustettu) liuokseen saavutetaan suuria etuja 
magnetoitavan materiaalin kerSystapahtumaan perinteiseen 
verrattuna . Erityisesti on huomioitava se^ etta tassa 
tapauksessa magneettipartikkelit voidaan yksinkertaisesti 
siirtaa liuoksesta pois. Perinteisessa tavassa magneetti- 
partikkelit jaivat reaktioastiaan ja liuos dekantoltiin 
pois . Saatettaessa magneetti liuokseen on magneetin ja 
magneettipartikkelien etaisyys lyhyempi verrattuna ulkopuo- 
lisen magneetin kayttSSn. Samaten liuospintaan jMSvien 
magneettipartikkelien , pinta jSnnitykses ta johtuen , kerSlys 
on tehokkaampaa saatettaessa magneetti liuokseen, Ongelmak- 
si tassakin tapauksessa muodostuu pienten liuostilavuuksien 
kasittely ja myos riittavan tehokkaan magneettikentan 
synnyttaminen • Ulkopuolinen magneetti voi olla kuinka suuri 
tahansa ja samalla hyvin voimakas keratakseen suhteellisen 
pienetkin magnetoitavat partikkelit reaktioastian si- 
sSseinamaan- Magneetin koolle on suuret rajoitukset toimit- 
taessa pienissM astioissa ja pienissM liuostilavuuksissa . 
Magneetikentan voimakkuus on verrannollinen magneetin 
kokoon ja kerattavSn magnetoitavan materiaalin etaisyyteen. 
Suuria magneettipartikkeleita (10-100 nm) voidaan kerata 
suhteellisen heikoillakin magneeteilla kun taas erittain 
pienia (< 0.05 ^m) magneettipartikkeleita voidaan kerata 
vain erityisten high-gradient magneettien avulla. Kaytannon 
sovelluksissa esimerkiksi molekyylibiologian alueella 
toimitaan 0.1-10 [xm lapimittaisten magneettipartikkelien 
kanssa. Yleensa on edullista kayttaa mahdollisimman pienia 
magneettipartikkeleita, koska muun muassa niiden sitomiska- 
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pasit:eettl ja reaktiokineet.t:ise't ominalsuudet ovat suuret 
verrattuna suurempiin magneettipartikkeleihin . Pienikokoi- 
sen magneetin avulla kyetaSLnkin yleensH kerSamaMn suhteel- 
lisen suurla magneettipartikkeleita, koska magneettikentSn 
ja etaisyyden valillS on voimakas riippuvuus eli magneetti- 
kentta heikkenee nopeastl etaisyyden kasvaessa. 

Konkreettisina esimerkkeina keksinnan sovelluksista mole- 
kyyliblologian alalia voldaan mainita: 

1 > DNA inserttien kloonaus : 

Restriction enzymes ( esim. EcoR I, Hind III, Bam HI, Pst 

1. Sal I, Bgl II, Kpn I, Xba T, Sac I, Xho I, Hae III, Pvu 
11, Not I, Sst I, Bgl I) 

Creating blunt ends (esim. ISmpdstabiilit polymeraasit , 
Klenow Fragment DNA Polymerase I, Mung Bean nukleaasi) 

Ligation (esim. T4 DNA Ligase, E. coli DNA Ligase, T4 RNA 
Ligase) 

Phosphorylation (esim. T4 Polynucleotide Kinase) 

Dephosphorylation (esim. CIAP, E. coli Alkaline Phosphata- 
se, T4 Polynucleotide Kinase) 

Nested deletions (esim. T4 DNA Polymerase, ISlmpOstabiilit 
polymeraasit, Exo III Nuclease, Mung Bean Nuclease) 

2. cDNA;n svntetisointi 1a kloonaus: (esim. Reverse Trans- 
criptase, RNase H, DNA polymerase I, T4 DNA polymerase I, 
E. coli DNA Ligase) 

3. Nukleiinihappolen leimaus; 

5' leimaus (esim. T4 Polynucleotide Kinase) 
3' addition (esim. T4 RNA Ligase) 
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3' fill-in (esim. Klenow Fragment DNA Polymerase I, T4 DNA 
Polymerase) 

3' exchange (esim. T4 DNA Polymerase, lampOstabiilit poly- 
meraasit) 

Nick- translation ( esim. E. coli DNA Polymerase I, IMmpos- 
tabiilit polymeraasit ) 

Replacement synthesis (esim. T4 DNA Polymerase, lamp5sta- 
biilit polymeraasit, Exo III Nuclease) 

Random priming (esim, Klenow Fragment DNA Polymerase I, 

ISmpostabiilit polymeraasit) 

RNA probes (esim. T7 RNA Polymerase, SP6 RNA Polymerase) 
4> Nukleiinihappoien sekventointi ; 

DNA:n sekventointi (esim. E. coli DNA Polymerase I, Klenow 
Fragment DNA Polymerase I, ISmpds tabiilit polymeraasit) 

RNA:n sekventointi (esim. Reverse Transcriptase, ISmpSs ta- 
biilit kaanteistanskriptaasit) 

5. Nukleiinihappoien mutaaenointi s 

Oligonucleotide directed (esim. T4 DNA Polymerase, T7 DNA 
Polymerase , lampostabiilit polymeraasit ) 

Misincorporation (esim. Exo III Nuclease, Klenow Fragment 
DNA Polymerase I, lampostabiilit polymeraasit 

6* Mapping; 

Restriction (esim. Exo III Nuclease) 
Footprinting (esim. Exo III Nuclease) 

Transcript (esim. Reverse Transcriptase, Mung Bean Nuclea- 
se) 

7, Nukleiinihappoien fesim. DNA, RNA. mRNA, DNA/RNA koetti- 



102906 



21 

8« Analwttiset menetelmat: f eslmerkkeia^ ; 

DNA Diagnostic Techniques: 

- DNA Mapping 

- DNA sequencing 

- Molecular analysis of point mutations 

- Chromosome analysis 

- DNA libraries 

- DNA amplification methods (PGR/ Inverse PCRf Ligase chain 
reaction (LCR)/ 

Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA)/ Q beta 
replicase) 

- Quantification of DNA/RNA 

- Ribonuclease Protection Assay 

DNA diagnostics in Genetic disorders 

- RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

- AFLP (Amplified Fragment Polymorphism) 

DNA diagnostics in Infections: 

- bacterial infections 

- drug resistance of microorganisms 

- epidemiology of infectious diseases 
Other applications of DNA diagnostics: 

- forensic applications (DNA fingerprints) 

- artificical chromosomes 

- drug safety studies in molecular level 

Human Genome Project: 

- mapping of choromosomes 

- DNA sequencing 

^ mapping and sequencing of model organisms 

Ylla mainitut keksinnon suoritusmuodot ovat vain esimerkke- 
jM keksinnOn mukaisen idean toteuttamisesta • Alan ammatti- 
miehelle on selvSa, ettS keksinnSn erilaiset suoritusmuodot 
voivat vaihdella jaljempanS esitettavien patenttivaati- 
musten puitteissa. 
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PERINTEINEN MENETELliii^ 



DNA(esiinerkiksi plasmidi) 
+ RcstriktioentsyyTni 
+ Puslcuri, 



Seisotus(l-3 tuntia)> 



Jos DNA on pilkoitu yhdellfl 
restriktioeatsyyxniIl& tisitflfih 
reaktioseokseco CIAP (Calf 
Intestinal Alkaline Phosphatase). 



Scisotus(60 minuuttia). 



Lisat^ TE-kyll^tettya 
fenoli-kloroforaii -liuosta. 



Sekoitetaan 1 xninuutti. 



Scntriftigoidaan 1 minuuttta. 



Siimta&i ylempi Huosfaasi uuteen putkeen ja 
lisStan klorofonni-isoamyylialkoholi *Huo5ta. 



Sekoitetaan 1 minuutti. 



X 



Sentrifiigoidaan 2 minuuttia. 



Siirretdan ylempi Huosfaasi uuteen putkeen ja 
lisStaan klorofonni-isoamyyliaUcoholi -liuosta, ; 



Sekoitetaan 1 minuutti. 



Sentrifiigoidaan 2 minuuttia. 



Siirretsan ylempi liuosfaasi uuteen putkeen ja 
Usacaan ammotuumasetaatp *liuosta ja etanolia. 



Seisotetaan 30 minuuttia -70 ^C:s 



Sentrifiigoidaan 5 minuuttia. 



T 



Siiiretaan ylempi liuosfaasi pois ja pestSan 
saatu DNA saostuma etanolilla. 



Kuivataan pelletci vakuumieksikkaattorissa. 



T 



Lisataan stenilia vetta. 



DMA(esimeikiksi plasmidi) 
+ Restnktioentsyymi (Magnetottavaan 
materiaaliin immobilisoitu) 
+ Puskuri. 



Seisotus(l-3 tuntia). 



Siiiretaan magnetoitavaan materiaaliin 
immobilisoitu restnktioentsyymi pois liuoksesta. 



Jos DNA on pilkottu yhdelia 
restriktioentsyymilia lisataan 
reaktioseokseen magnetoitavaan materiaalun 

immobilisoitu ClAP (Calf 
Intestinal Alkaline Phosphatase). 



T 



SeisotusCSO minuuttia). 



Siiiretaan magnetoitavaan materiaaliin 
immobilisoitu CIAP pois liuoksesta. 



Jatkokasittelyt. 
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PATENTTIVAAT IMUKS ET 

1. MenetelmS mikropartikkeleihin iiranobilisoldun, erityises- 
ti molekyylibiologiassa kaytettavSn entsyymin tal nukleoti- 
disekvenssln siirt:amiseksi ensiinin&isesta astiasta toiseen 
astiaan^ jolloin 
5 " mikropartikkelit ovat magneettista tai magnetisoitavissa 
olevaa materiaalla, tai mikropartikkelit on liitetty mag- 
neettiseen tai magnetisoitavissa olevaan kappaleeseen, ja 
- mikropartikkelit, joihin entsyymi tai nukleotidisekvenssi 
on immobilisoitu, vangitaan ensimmMiseen astiaan upotetun 
10 magneetin avulla, siirretSSn magneetti vangittuine mlkro- 
partikkeleineen toiseen astiaan, ja vapautetaan mikropar- 
tikkelit magneetin vaikutuksesta, tunnettu siitSl, ettfl 
magneetin pinta erotetaan mikropartikkeleista ohuen venyvSn 
kalvon avulla. 

15 2* Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu 

siita, etta magneetti on kestomagneetti , joka lahennetaSn 
kalvoa kohti mikropartikkeleiden vangitsemiseksi kalvoon, 
ja etta kestomagneetti viedasin kalvosta poispain mikropar- 
tikkeleiden vapauttamiseksi . 

20 3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmSL, tunnettu 

siita, etta magneetti on sMhkfimagneetti , joka magnetisoi- 
daan mikropartikkeleiden vangitsemiseksi kalvoon, ja etta 
sahkOmagneetin magneettikentta poistetaan mikropartikkelei- 
den vapauttamiseksi. 

25 4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen menetelma, 

tunnettu siita, ettS mikropartikkelit ovat superparamag- 
neettisia partikkeleita • 

5, Patenttivaatimuksen 1^ 2 tai 3 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta mikropartikkelit ovat paramagneettista 

30 partikkeleita . 

6. Jonkin patenttivastimuksista 1-5 mukainen menetelma. 
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tunnettu slitSL, et:tSL entsyymi on restriktioentsyyml • 

7. Jonkin patenttivaatimukslsta 1-5 mukainen menetelnia, 
tunnettu siita, et:t:^ entsyymi on DNA/RNA:ta xnodifioiva 
entsyymi . 

5 8. Jonkin edellisistS patenttivaatimuksista mukainen mene- 
telma, tunnettu siita, ettS menetelman avulla otetaan 
entsyymi talteen reaktioseoksesta« 

9. Jonkin patenttivaatimuksista 1-7 mukainen menetelma, 
tunnettu siitSL, ettS menetelm£Ln avulla siirretSSn entsyymi 
10 annosteluastiasta reaktioseokseen . 

10 i Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelma, tunnettu 
siitSl, etta magneetin avulla vangitut mikropartikkelit 
viedSian pesunesteeseen ennen kuin ne viedMSn reaktioseok- 
seen . 

15 11- Jonkin patenttivaatimuksista 1-10 mukainen menetelma, 
tunnettu siita, etta magneettisiin tai magnetoitavissa 
oleviin mikropartikkeleihin immobilisoitu entsyymi tai 
nukleotidisekvenssi siirretaSn automaattiseen laitteeseen 
liitetyn siirtovdlineen avulla. 

20 12. Mikropartikkeleihin immobilisoidun molekyylibiologiassa 
kaytettavSn entsyymin annostelu- ja pesu jSr jestelmS, tun- 
nettu siita, etta jarjestelma kasittaa 

- levyn (30), jossa on reagenssikuoppia (31), jotka sisai- 
tavat valmiiksi annosteltavan maaran mikropartikkeleita, 

25 joihin entsyymi on sidottu, ja mahdollisesti tarvittavat 
sSilytysaineet, ja pesunestekuoppia (32), jotka sisaltavat 
sopivan pesunesteen, johon reagenssikuopasta nostettu 
mikropartikkelimaara on upotettavissa pesua varten ennen 
reaktioastiaan vientia, seka 

30 - siirtovaiineen (10), joka kasittaa tangon (17), ja sen 
paassa olevan magneetin (18), seka ohuen venyvan kalvon 
(21), joka erottaa magneetin (18) mikropartikkeleista. 
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mutta joka ei olennaisesti helkenna mikropartikkeleihin 
kohdistuvaa magneettikenttSlSL . 

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen annostelu- ja pesujSr- 
jestelma, tunnettu siita, etta se kasittaS pesunestekuoppia 

5 (33), jotka slsall:avat: sopivan pesunesteen reaktioastiasta 
reaktion jalkeen siirrettavien mikropartikkelien pesua 
varten ennen mikropartikkelien vientia jatkosailytysastiaan 
(34). 

14. Patenttivaatimuksen 12 tai 13 mukainen annostelu- ja 
10 pesu jar jestelma, tmmettu siita, etta reagenssikuopat (31) 

ja pesunestekuopat (32, 33) on jarjestetty vierekkaisiin 
riveihin ja etta mahdollinen jatkosSilytysastia (34) on 
yksittSLisena kuoppana levylia. 

15. Immobilisoitua molekyylibiologiassa kaytettSvaa entsyy- 
15 mia tai nukleotidisekvenssia sitovien mikropartikkeleiden 

vangitsemiseen ja uudelleen vapauttamiseen soveltuva siir- 
tovaline (10), tunnettu siita, etta se kasittaa tangon 
(17), ja sen paassa olevan magneetin (18), seka ohuen 
venyvan kalvon (21), joka erottaa magneetin (18) mikropar- 
20 tikkeleista, mutta joka ei olennaisesti heikenna mikropar- 
tikkeleihin kohdistuvaa magneettikenttaa . 

16 • Patenttivaatimuksen 15 mukainen siirtovaline, tunnettu 
siita, etta se kMsittaH putkimaisessa runko-osassa (11) 
aksiaalisuunnassa edestakaisin liikuteltavissa olevan 

25 tangon (17), jonka karjessa oleva magneetti (18) on kesto- 
magneetti, ja runko-osan (11) paassa olevan karkikuvun 
(20), jonka kalvomaista pohjaa (21) vasten kestomagneetin 
pinta (22) on painettavissa, mikropartikkeleiden vangitse- 
miseksi kalvomaiseen pphjaan (21), josta mikropartikkelit 

30 on irrotettavissa kun kestomagneettia (18) liikutetaan 
poispain kalvomaisesta pohjasta (21). 



17. Patenttivaatimuksen 15 mukainen siirtovaline, tunnettu 
siita, etta magneetti (18) on sahkSmagneetti, jonka tangon 
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(17) karjessa on ohut venyvS kalvo (21)^ ja etta sMhkamag- 
neetti on magnetisoitavissa mikropartikkeleiden vangitsemi- 
seksl karkiosan kalvoon {21), Josta mikropartikkelit on 
irrotettavissa, kun sShkiiinagneetln magneettikentta poiste- 
5 t:aan . 

18. Menetelma DNA:n pilkkomiseksi restriktioentsyymin 
avulla, tunnettu slita, etta mikropartikkeleihin iminobi- 
lisoltu restriktioentsyyxnl sllrretMSn reaktioastiaan, jossa 
DNA:n pilkkominen suoritetaan, ja ettS inunobilisoltu rest- 
10 riktioentsyyxnl sllrretaan pols reaktioastlasta halutun 

reaktlon jMlkeen patenttivaatimuksen 1 mukalsella menetel- 

maiia. 

19 i Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelma, tunnettu 
siita, etta mikropartikkeleihin immobilisoitu modifioiva 

15 entsyymi, erityisesti proteinaasi K, CIAP (Calf Intestinal 
Alkaline Phosphatase), E. coli alkaline phosphatase, DNA 
ligaasi, RNA ligaasi, DNA polymeraasi, RNA polymeraasi tai 
nukleaasi siirretaan reaktioastiaan, ja etta immobilisoitu 
entsyymi siirretaan pois reaktioastiasta halutun reaktion 

20 jalkeen patenttivaatimuksen 1 mukaisella menetelmaiia . 

20. Menetelma nukleotidisekvenssin, kuten DNAsn, RNA:n, 
mRNA:n tai cDNA:n, siirtamiseksi astiasta toiseen, tunnettu 
siita, etta mikropartikkelit, joihin nukleotidisekvenssi 
tulee sitoutumaan, siirretaan reaktioastiaan, jossa nukle- 

25 otidisekvenssi (DNA, RNA, mRNA tai cDNA) saatetaan sitoutu- 
maan mikropartikkeleihin, ja mikropartikkelit siirretaan 
pois reaktioastiasta halutun kasittelya jan jalkeen patent- 
tivaatimuksen 1 mukaisella menetelmaiia. 

21. Menetelma entsyymien inaktivoimiseksi Proteinaasi K:n 
30 avulla, tunnettu siita. etta mikropartikkeleihin immobi- 
lisoitu Proteinaasi K siirretaan reaktioastiaan, jossa 
entsyymien inaktivoiminen suoritetaan, ja etta immobilisoi- 
tu Proteinaasi K siirretaan pols reaktioastiasta halutun 
reaktion jalkeen patenttivaatimuksen 1 mukaisella menetel- 
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maiia. 

22. MenetelroS molkyylibiologiassa kaytettSvien, mikropar- 
tikkeleihin immobilisoitu jen restriktioentsyymien tai 
DNA/RNA:ta modif ioivien entsyytnien kSyttamiseksi analyytti- 
siin menetelmiin, tunnettu siitS, etta immobilisoidut 
entsyymit siirretSan reaktioastiaari/ jossa halutun reaktion 
annetaan tapahtua, ja iiranobilisoidut entsyymit siirretaSn 
pols reaktioastlasta reaktion jaikeen patenttivaatimuksen 1 
mukaisella menetelmMllcL. 



PATENTKRAV 
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1 . En metod for att forflytta ett vid mikropartiklar immobiliserat enzym, speciellt 
ett enzym som skall anvandas i molekylbiologin, eller en vid mikropartiklar 
5 inunobiliserad nukleotidsekvens, Mn ett k^rl till ett annant karl, varvid 

- mikropartiklama best&r av ett material, som &r magnetiskt eller som kan 
magnetiseras, eller mikropartiklama har fdstats vid ett stycke som 9r magnetiskt eller 
som kan magnetiseras, och 

- mikropartiklama, vid vilka enzymet eller nukleotidsekvensen immobiliserats, 
10 infangas med hjalp av en i det fOrsta karlet nedsankt magnet, magneten med de 

iniangade mikropartiklama forflyttas till det andra karlet, och mikropartiklama 
befrias fran magnetfaltets verkan kftnnetecknad av att magnetens yta atskiljs fran 
mikropartiklama med hjalp av en tunn tanjbar membran. 



15 2. En metod enligt patentki avet 1 , kannetecknad av att magneten ar en 

permanentmagnet, som forflyttas mot membranen for att infanga mikropartiklama 
vid membranen, och att permanentmagneten forflyttas bort frdn membranen for att 
befria mikropartiklama. 

20 3. En metod enligt patentkiavet 1, kannetecknad av att magneten ar en elmagnet, 
som magnetiseras ftJr att infSnga mikropartiklama vid membranen, och att 
elmagnetens magnetfalt avlagsnas for att befria mikropartiklama. 

4. En metod enligt patenkravet 1, 2 eller 3, kannetecknad av att mikropartiklama 
25 ar superparamagnetiska partiklar. 



5. En metod enligt patenkravet 1, 2, eller 3, kannetecknad av att mikropartiklama 
ar paramagnetiska paitiklar. 
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6. En metod enligt n&got av patenkraven 1 - 5, kannetecknad av att enzymet Sr ett 
restriktionsenzym. 

7. En metod enligt n&got av patenkraven 1-5, kannetecknad av att enzymet ar ett 
5 enzym som modifierar DNA eller RNA. 

8. En metod enligt nagot aV de tidigare patenkraven, kannetecknad av att man med 
hjalp av metoden itemnner enzymet frSn en reaktionsblandning. 

10 9. En metod enligt n&got av patenkraven 1 - 7, kannetecknad av att man med hjalp 
av metoden forflyttar enzymet fran doseringskarlet till reaktionsblandningen. 

10. En metod enligt patentkravet 9, kannetecknad av att mikropartiklama, vilka man 
inflngat med hjalp av magneten, fOrflyttas i en tvattvatska innan de forflyttas i 

15 reaktionsblandningen. 

11. En metod enligt nagot av patentkraven 1-10, kannetecknad av att enzymet eller 
nukleotidsekvensen som immobiliserats vid mikropaitiklar, som ar magnetiska eller 
kan magnetiseras, forflyttas med ett overforingsmedel anslutet till en automatisk 

20 anordning. 

12. En anordning for dosering och tvattning av vid mikropartiklai" immobiliserade 
enzymer som anvands i molekylbiologin, kannetecknad av att anordningen omfattar 

- en skiva (30) med reagensgropar (31), vilka innehaller en fardigt doserad mangd 
25 mikropartiklar, vid vilka enzymet ar bundet, och eventuellt erfordeliga 

konserveringsmedel, och tvattvatskegropar (32), som innehaller en lamplig 
tvattvatska, i vilken den fr&n reagensgropen avlagsnade mikropartikelmangden kan 
doppas fdr tvatt innan den Overfors till reaktionskarlet, och 

- ett Overfbringsmedel (10), som omfattar en stang (17), och en i andan p& denna 
30 befintlig magnet ( 1 8), samt en tunn tanjbar membran (21), som skiljer magneten 
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(18) frfin mikropartiklama, men som inte vasentligt fBrsvagar magnetfaltet som 
mikropartiklama utsatts for. 

13. En anordning fOr dosering och tvattning enligt patentkravet 1 2, kannetecknad av 
5 att den omfattar tvfittvatskegropar (33), som innehdller en lamplig tvattvatska for 

tvattning av mikiopartiklama, som skall fiverfSras fr&n reaktionskarlet efter 
reaktionen, innan de forflyttas till ett forvaringskarl (34) for fortsatt bruk. 

14. En anordning fOr dosering och tvattning enligt patentkravel 12 eller 13, 
10 kannetecknad av att reagensgropama (31) och Ivattvatskegropama (32, 33) ar 

ordnade i brevid varandra liggande rader och att ett eventuellt forvaringskarl (34) for 
fortsatt bruk utg6r en enskild grop pa skivan. 

15. Ett Overfbringsmedel (10) for att infanga och befria mikropaitiklar vid vilka ett 
15 enzym eller en nukleotidsekvens, som anvands vid molekylbiologin, immobiliserats 

kannetecknat av att det innefattar en stang (17), och en i andan pa denna befmthg 
magnet (18), och en tunn tanjbar membran (21), som skiljer magneten (18) fran 
mikropartiklama, men som inte vasentligt fBrsvagar magnetfliltet som 
mikropartiklama utsatts f6r. 
20 , 

16. Ett fiverfOringsmedel enligt patentkravet 15, kannetecknat av att det omfattar en 

■ • • 

i en rorformad kropp (11) befmtlig stSng (17), som kan fSrflyttas axiellt fram och 
tillbaka, och att magneten (18) i andan pi denna ar en permanentmagnet, och en i 

O r andan pk kroppen (1 1) beflntlig spetsbuk (20), mot vars membranlika botten (21) 

• • • 

• 25 permanentmagnetens yta (22) kan tryckas f5r att infanga mikropartiklama vid den 

• • * 

membranlika bottnen (21), frSn vilken mikropartiklama kan losgoras da 
■ * permanentmagneten (18) f&rflyttas bort fran den membranlika botten (2 1 ). 
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17. Ett OverfSBringmedel enligt patenkravet 15, kannetecknat av att magneten (1 8) ar 
en elmagnet, i Sndan p& vars stSng (1 7) en tunn tiinjbar membran (2 1 ) ar belagen. 
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och att elmagneten kan magnetiseras for att inflnga mikropartiklama vid spetsdelens 
membran (21), fran vilket mikropartiklama kan iGsgOras, da elniangnetens 
magnetfalt avlagsnas. 



5 18. En metod att klyva DNA med restriktionsenzymer. kanneteknad av att 

restriktionsenzymet immobiliserat vid mikropartiklama forflyttas till reaktionskarlet, 
dar klyvningen av DNA utffirs, och att det inmiobiliserade restriktionsen^onet 
forflyttas bort Mn reaktionskSrlet efter 5nskad reaktion medelst metoden enligt 
patenkravetl. 

10 

19. En metod enligt patentki-avet 18, kannetccknad av att det modifierande, vid 
mikropartiklama immobiliserade enzymet, speciellt proteinas K, ClAP (Calf 
Intestinal Alkaline Phosphatase), E. coli alkalisk fosfatas, DNA ligas, RNA ligas, 
DNA polymeras, RNA polymeras och nukleas, forflyttas bort fran reaktionskarlet 

15 efter onskad reaktion medelst metoden enligt patenkravet L 

20. En metod f5r foiflyttning av en nukleotidsekvens, sSsom DNA, RNA, mRN A 
eller cDN A, frSn ett karl till ett annat, kannetecknad av att mikropartiklama, vid 
vilka nukleotidsekvensen kommer att fastas, fiverfors till ett reaktionskarl, dar 

20 nukleotidsekvensen (DNA, RNA, mRNA eller cDNA) fdstes till mikropartiklama, 
och mikropartiklama fdrflyttas bort fran reaktionskirlet efter dnskad behandlingstid 
medelst metoden enligt patentkiavet 1. 

21. En metod for inaktivering av enzymer med hjalp av Proteinas K, kannetecknad 
25 av att Proteinas K, som ar inmiobiliserat vid mikropartiklama, forflyttas till 

reaktionskarlet, dar inaktiveringen av enzymema utf5rs, och att immobiliserat 
Proteinas K foiflyttas bort fran reaktionskarlet efter Snskad reaktion medelst 
metoden enligt patentkravet 1 . 
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22. En metod f6r anv^ndning av vid mikropartiklar immobiliserade 
restriktionsenzymer eller DNA/RNA modifierande enzymer, som skall anvandas 
inom molekylbiologin, for analytiska metoder, kannetecknad av art de 
immobilisefade enzymema forflyttas till reaktionsk^rlet, dar man later den onskade 
reaktionen ske, och de intmobiliserade enzymerna forflyttas bort fran reaktionskarlet 
medelst metoden enligt patentkravet 1 , 
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FIG. 2B 
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FIG. 6 



